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Eden najbolj vznemirljivih mejnikov v zgodovini medicine je bil razvoj antibiotikov. Od razvoja 
sulfonilamidov in odkritja penicilina v tridesetih letih prejšnjega stoletja naprej so antibiotiki 
nepogrešljivo orodje pri zdravljenju bakterijske okužbe (Brunton in sod., 2017). Velika večina 
sodobnih zdravil je bila razvita posredno ali pa neposredno iz naravnih virov, saj narava 
predstavlja bogat rezervoar, v katerem se skrivajo številni terapevtsko zanimivi mikroorganizmi. 
Kljub temu pa zaradi omejitev pri tradicionalni izolaciji in kultivaciji trčimo ob oviro; velika 
večina od potencialno 1011-1012 mikrobnih vrst še vedno ne znamo gojiti v laboratorijskem okolju 
(Locey in Lennon, 2016). Napredek tehnik izolacije in gojenja mikroorganizmov je doprinesel k 
izboljšanju potenciala za novo odkrivanje sekundarnih metabolitov. Tekom let so ti antibiotiki 
postali manj uporabni, saj je njihova uporaba terjala pojav patogenih mikroorganizmov, ki kažejo 
odpornost na praktično vse razrede antibiotikov. Odpornost na antibiotike hitro narašča, ob enem 
pa se število novih učinkovin bistveno zmanjšuje, kar zahteva nove pristope pri razvoju učinkovin 
vključno z novimi pristopi t.i. rudarjenja za genske skupine, ki kodirajo biosintezo antibiotikov v 
nekultivabilnih mikroorganizmov. Ravno slednji so namreč potencialni vir novih biološko 
aktivnih učinkovin (Quince in sod., 2017). V zadnjih dveh desetletjih so raziskovalci z ekstrakcijo 
nukleinskih kislin neposredno iz vzorcev iz okolja odprli nova vrata za raziskovanje velikega 
neizkoriščenega rezervoarja genetskih in metabolnih raznolikost.  
Izraz metagenomika je skovala skupina pod vodstvom Jo Handelsman (Handelsman in sod., 
1998), ko so skupino genomov več organizmov iz prsti poimenovali metagenom prsti. V literaturi 
jo lahko najdemo še kot ekogenomika ali okoljska genomika (Chistoserdova, 2010). Izraz 
metagenomika opisuje pristope, s katerimi lahko neposredno analiziramo zaporedja dna v vzorcu 
iz okolja (Thomas in sod., 2012). Kombinacija sekvenciranja in bioinformacijske analize 
sekvenciranih zaporedij je spremenila naše razumevanje o tem, kako bakterije komunicirajo, se 
razvijajo in delujejo v danem okolju. Z bioinformatskimi orodji raziskovalci neposredno 
dostopajo do genomov celotnih skupnosti organizmov.  
V diplomskem delu bom povzela zgodovino metagenomike in se nato osredotočila na tarčno in 
naključno metagenomsko analizo. V drugem delu bom obravnavala uporabo in primere odkritih 
sekundarnih metabolitov mikrobnega izvora. 
2 RAZLIČNI HABITATI KOT VIR SEKUNDARNIH METABOLITOV 
Zanimanje raziskovalcev se, poleg iskanja novih metabolitov iz tradicionalnih virov, osredotoča 
tudi na iskanje ne tako tradicionalnih mikroorganizmov, zlasti takih, ki jih povezujemo z algami, 
nevretenčarji in drugimi živalskimi ter rastlinskimi organizmi (spužve, ribe, mehkužci ...). V 
takšnih študijah večkrat naletimo na mikroorganizme iz ekstremnih okolij ali takšne, ki tvorijo 
simbiozo z višjimi organizmi (Hildebrand in sod., 2004; Piel in sod., 2004), ni zato pogosto niso 
kultivabilni v laboratorijskih pogojih. Lastnosti mikroorganizmov so načeloma prilagojene 
okolju, kjer ti prebivajo. Zatorej različna okolja različno oblikujejo posamezne mikroorganizme 
in njihove skupnosti. Kljub zanimivemu svetu takšnih mikrobov, pa ti predstavljajo izziv zaradi 
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nizke koncentracije organizmov in počasne rasti celic ter nenazadnje zapletenosti vzorčenja zaradi 
kompleksnega okolja (Hedlund in sod., 2014).  Ekstremna okolja danes smatrajo kot dober vir 
novih metabolitov, čeprav je biotska raznovrstnost v tako specifičnih habitatih včasih omejena, 
saj so takšne fizikalne in geokemične razmere škodljive za veliko večino organizmov. Heterogena 
okolja, kot so tla, in abiotski ter biotski dejavniki oblikujejo mikrobne skupnosti z metabolnimi 
raznolikostim, kar je posledično omogočilo evolucijo strukturno raznovrstnih metabolitov. Večina 
antibiotikov in citotoksičnih spojin za zdravljenje raka je bilo izoliranih ravno iz bakterij iz prsti 
(Cragg in Newman, 2013).  
Danes raziskovalci poskušajo iz okoljskih vzorcev za metagenomske študije navadno neposredno 
izolirati DNA. Pogosto  lahko vzorce pred izolacijo tretirajo, kar ima velik vpliv na končni rezultat 
študije. Takšno tretiranje z dodajanjem hranil in situ lahko spodbudi metabolno aktivnost bakterij, 
ki se nato hitreje delijo, kar pozitivno vpliva na kakovost izolirane DNA, a ima hkrati negativen 
učinek na mikrobno raznolikost (Bertrand in sod., 2005). Druga strategija predtretiranja je in situ 
obdelava kulture z izotopnim sondiranjem (ang. stable isotope probing, SIT). Organizme gojijo v 
okolju, ki mu je dodan substrat z izotopi ogljika, dušila in kisika. Centrifugiranje nato loči težjo 
DNA, označeno z izotopi, od ostale. Iz označene in očiščene DNA se ustvari metagenomska 
knjižnica, kjer so shranjene sekvence mikroorganizmov s ciljno metabolno aktivnostjo (Schloss 
in Handelsman, 2003).  
3 PRISTOPI ZA IZOLACIJO NUKLEINSKIH KISLIN 
3.1 IZOLACIJA DEOKSIRIBONUKLEINSKIH KISLIN 
Ozko grlo za metagenomsko sekvenciranje zaporedij je hitra in učinkovita izolacija DNA, saj je 
slednja zaradi časovno zamudne lize celic in čiščenja DNA navadno počasna (Marotz in sod., 
2017). Na voljo je široka paleta komercialnih produktov in protokolov za izolacijo, ki jih je 
potrebno glede na lastnosti vzorca, iz katerega se izolira DNA prilagoditi. Pred izbiro ustrezne 
izolacijske tehnike je potrebno upoštevati številne dejavnike: vrsta okolja, željena velikost DNA 
fragmentov in namen njihove nadaljnje uporabe. Optimalna metoda bi se morala izogibati 
pretirani razdrobljenosti genskega materiala, preprečevati razgradnjo DNA fragmentov z 
nukleazami in zagotoviti visoko kakovostno ter minimalen nivo kontaminacije s snovmi, ki 
zavirajo kasnejšo analizo (Felczykowska in sod., 2015). 
Tekoče vzorce najprej filtriramo skozi več membran z različno velikostjo por. Delce ločimo po 
frakcijah, začenši s filtracijo večjih delcev, ki jim sledijo manjši, v tekočini raztopljeni delci. 
Končamo s filtracijo neagregiranih mikroorganizmov (Djurhuus in sod., 2017).  
Pri trdnih vzorcih lahko sprožimo neposredno lizo, če tega ne ovirajo delci vzorca, ali pa posredno 
lizo s tretiranjem s kemikalijami in mehansko silo, da se organizmi sprostijo iz trdnih delcev. Pri 
neposrednem protokolu liziranja ta ekstrahira vse nukleinske kisline v vzorcu (Ogram in sod., 
1987), medtem ko so pri protokolu posrednega liziranja lizirane samo celice, ki so bile pravilno 
ločene od delcev substrata. V prvem primeru pridemo od 10 do 100 krat večje količine DNA, saj 
se poleg ciljne DNA ekstrahira še zunajcelična in rastlinska ali živalska (ki je ostala v substratu) 
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(Delmont in sod., 2011). Celice lahko liziramo mehansko, z ultrasonifikacijo, homogeniziranjem, 
centrifugiranjem ali mletjem. Potrebno je pridobiti kakovostno DNA visoke čistosti in nizke 
stopnje fragmentiranosti. Omenjene mehanske metode lahko povečajo učinkovitost liziranja 
celice, a hkrati DNK fragmentirajo do te mere, da takšna ni več primerna za nadaljno uporabo 
(Felczykowska in sod., 2015). Za sprostitev celične vsebine lahko uporabimo tudi kemijske 
pristope; kelirajoča sredstva kot je etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), dodatek detergentov, 
na primer natrijev dodecil sulfat (SDS), za denaturacijo beljakovin ali dodatek natrijevega 
hidroksida (NaOH) za alkalno lizo (Miller in sod., 1999). Melnyk in sodelavci (2015) opisujejo 
encimske strategije za liziranje, ki se nanašajo na razgradnjo beljakovin z uporabo proteinaz. 
Pišejo tudi o uporabi lizosomskih encimov za hidrolizo N-acetilglukozamina in N-
acetilmuraminske kisline v peptidoglikanu, kar pride v poštev pri izolaciji DNA iz gram pozitivnih 
bakterijah. 
 
Slika 1: Shematski prikaz glavnih korakov (v modrem) od izbranega okoljskega vzorca do izolirane metagenomske 
DNA. Glede na tip okoljskega vzorca celice tretiramo s substrati ali ne. Sledi liziranje celice, izbirni koraki so 
predstavljeni z zeleno barvo. Sledi purifikacija nukleinskih kislin, dobljeno metagenomsko DNA glede na njeno 
kakovost uporabi za kasnejše raziskave (Leis in sod., 2013). 
3.2 IZOLACIJA RIBONUKLEINSKIH KISLIN 
Znano je, da je RNA občutljiva in nestabilna molekula, zato je potrebno ustrezno ravnanje z 
vzorci. Med izolacijo ne sme priti do kontaminacije, hkrati je nujna inaktivacija ribonukleaz in 
dodatek deoksiribonukleaz (Ruiz-Ojeda in sod., 2019).  Ko je prepisana v cDNA, se prepisi 
klonirajo v metagenomske knjižnice ali pa so sekvencirani z metatranskriptomskimi postopki 
(RNA-seq) (Leis in sod., 2013). Metatranskriptomsko sekvenciranje cilja katero koli RNA v 
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vzorcu. Največji delež RNA molekul v katerem koli organizmu so ribosomske RNA. rRNA so 
uporabne za taksonomsko razdelitev, da vemo, katere mikroorganizme smo našli, vendar ne 
zagotavljajo informacij o funkciji, t.j. kateri geni so izraženi (Kunath in sod., 2019). Zato se 
pristop metatranskriptomike opira na izolacijo informacijske RNA (mRNA), ki predstavlja 
aktivno prepisane gene in iz katerih lahko sklepamo na njihovo funkcijo (Leis in sod., 2013).  
4 IZDELAVA METAGENOMSKIH KNJIŽNIC 
Izolaciji in čiščenju genetskega materiala sledi izdelava metagenomske knjižnice. Najprej se 
fragmente DNA klonira v izbrane vektorje in ti so nato vneseni v gostiteljski organizem. Sledi 
sekvenciranje, pregledovanje in iskanje izbranih genov ali aktivnosti. Rezultat je močno odvisen 
od kakovosti izoliranega materiala (Dias in sod., 2014). Zatorej izolirane nukleinske kisline 
okarakteriziramo glede na čistost in prisotnost kontaminacij, koncentracijo in velikost 
fragmentov.  
Metagenomske knjižnice so izdelane iz različno velikih fragmentov okoljske DNA. Na podlagi 
velikosti fragmenta se odločimo za izbiro vektorja. Replikativni plazmidni vektorji navadno 
sprejmejo vključek, velik do 15 kb, fozmidi in kozmidi do 40 kb in bakterijski umetni kromosomi 
(ang. bacterial artificial chromosomes, BAC) do 200 kb (Leis in sod., 2013). Za izražanje 
biosinteznih poti sekundarnih metabolitov je pomembno, da se pri kloniranju ohrani celovitost 
okoljskih genov. Za veliko biosinteznih grozdov poliketidnih sintaz (PKS), neribosomskih sitetaz 
(NRPS) in hibridih  genskih skupin, je uporaba BAC vektorjev najbolj priporočena, saj so vneseni 
inserti lahko večji od 100 kb  in so primerni za različne gostitelje (Kakirde in sod., 2011). Glede 
na velikost vključkov knjižnice lahko delimo na manjše (do 15 kb) in večje, ki presegajo 40 kb 
(Dias in sod., 2014). Knjižnice z manjšimi vključki se osredotočajo le na izražanje manjšega 
števila genov v insertu. Drug komercialni sistem so linearni plazmidni vektorji znotraj 
gostiteljskih celic. Uporabni so pri metagenomski DNA, ki je bogata z A-T regijami ali 
ponovitvami, ki se sicer v krožni plazmidi vektor ne bi klonirala (Godiska in sod., 2009).  Za lizo 
celic, iz katerih pridobimo kratke vključke, so lahko uporabljene grobe metode, saj ne pride do 
zapletov, če te vplivajo na skrajšanje fragmentov (Riesenfeld in sod., 2004).  Nasprotno pa 
knjižnice z velikimi vključki je nujno, da izražajo mnogo genov ali celotne operone, ki so v 
glavnem pod nadzorom nativnih promotorjev, ki se nahajajo v vključku (Leis in sod., 2013). 
Takšne knjižnice se običajno klonira v fozmidne vektorje, ki zaradi cos mesta omogočajo 
pakiranje DNA v glavo faga λ. Fozmidne vektorje običajno vnašajo v E. coli (Culligan in sod., 
2014). Ta postopek zagotavlja učinkovito transdukcijo DNA, torej vsak klon nosi en 
metagenomski vključek, velik približno 40 kb (Leis in sod., 2013).  
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Preglednica 1: Izbrani tipi vektorjev glede na zmožnost sprejema vključka določene velikosti [bp] (Carter in Shieh, 
2015). 
Tip vektorja  Velikost vključka [kb]  
Plazmidni Do 15 
Bakteriofagni λ Do 25 
Kozmidni Do 40 
Fozmidni Do 40 
Fagni umetni kromosom (PAC) Do 130 do 150 
Bakterijski umetni kromosom (BAC) Do 120 od 200 
Kvasni umetni kromosom (YAC) Do 250 od 2000 
5 METAGENOMSKI PRISTOPI, KI TEMELJIJO NA SEKVENCIRANJU 
Cilj metagenomskih pristopov, ki temeljijo na pregledovanju sekvenc, variirajo od iskanja novih 
genskih skupin za sintezo sekundarnih metabolitov (Cuadrat in sod., 2018) ali odpornost na 
antibiotike (Willmann in sod., 2015), do analize mikrobne ekologije v danem okolju (Nathan in 
sod., 2020) in taksonomskega klasificiranja mikrobne skupnosti  (Valenzuela-González in sod., 
2016). Nadalje so opisane različne metode pregledovanja sekvenc, ki temeljijo na določevanju 
zaporedij. Izbira metode je odvisna od namena vsake študije. 
5.1    PREGLEDOVANJE SEKVENC S PCR 
Razvoj metode verižne reakcije s polimerazo v poznih osemdesetih letih prejšnjega stoletja 
(Mullis, 1990) je močno vplival na napredek molekularne biologije. Za pristop, ki temelji na PCR, 
potrebujemo t. i. »diagnostična nukleotidna zaporedja«. To so poznane sekvence, za katere so 
začetni oligonukleotidi že zasnovani na osnovi poznanih ohranjenih regiij iskanih genov. Na ta 
način lahko zaznamo nove različice znanih funkcionalnih domen (Simon in Daniel, 2011)-
encimov (Willmann in sod., 2015). Ta pristop je uporabljen za pregledovanje metagenomskih 
knjižnic, kar omogoča identifikacijo mikroorganizmov in njihovo filogenetsko razmerje v 
izbranem okolju (Suenaga in sod., 2009).  
5.2    PREGLEDOVANJE SEKVENC S HIBRIDIZACIJO 
Za metodo hibridizacije sekvenciranega z željenim zaporedjem so uporabljene DNA sonde (ang. 
probe), sestavljene iz homolognih zaporedij, ki so prisotni v spletnih bazah podatkov. Običajno 
takšne sonde na osnovi poznanih ohranjenih zaporedij ciljajo encime, ki sodelujejo pri 
biotehnološko zanimivih aktivnostih (razgradnja onesnažil, biosinteza antibiotikov) (Dias in sod., 
2014). Trenutno so široko uporabljene analize, ki temeljijo na hibridizaciji z uporabo mikromrež, 
saj omogočajo uporabo številnih čipov, ki vsebujejo sonde, značilne za različne gene (Park in 
sod., 2010). Čipi so skupine DNA molekul z znano sekvenco, ki jih pritrdimo na podlago. Vsak 
izbran gen je na mikromreži zastopan z vsaj eno skupino DNA molekul identične sekvence. 
Matrico mikromreže predstavljajo organizirano razporejene skupine DNA molekul. Po 
hibridizaciji na matrici določimo razliko v izražanju genov med kontrolo in izbranim vzorcem. 
Postopek hibridizacije temelji na komplementarnem parjenju baz A-T in G-C po modelu Watsona 
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in Cricka (Gresham in sod., 2006). Pristop s hibridizacijo naj bi sicer bil od 100 do 1000 krat manj 
občutljiv kot PCR pristop (Daniel, 2005). Hibridizacija vseh genov iz metagenomskega vzorca ni 
možna, saj je število sond na mikromreži omejeno, tudi če gre za mikromreže visoke gostote (He 
in sod., 2010).  
5.3    PREGLEDOVANJE SEKVENC S TEHNIKAMI SEKVENCIRANJA DRUGE 
GENERACIJE  
Med izstopajoče tehnike, ki so pred tehnikami sekvenciranja druge generacije (SGS) metodami 
pripomogle k okarakterizaciji in kvantifikaciji okoljskih mikroorganizmov, spadajo fluorescentna 
in situ hibridizacija (FISH) (Pernthaler in sod., 2002; Schippers in sod., 2012), DGGE (Dias in 
sod., 2012; Vaz-Moreira in sod., 2013), polimorfizem dolžin terminalnih restrikcijskih 
fragmentov (T-RFLP) (Babcock in sod., 2007) ali metode PCR v realnem času (qPCR) (Dias in 
sod., 2012; Schippers in sod., 2012). Te tehnike so načeloma zamudne in imajo nizko filogenetsko 
ločljivost. Za selekcijske gene, kot so ribosomalne RNA (Haas in sod., 2011), se še vedno 
uporablja sekvenciranje prve generacije po Sangerjevi metodi (Sanger in sod., 1977). Tudi ta 
tehnika je zamudna in za obdelavo kompleksnih mikrobnih skupnosti neprimerna.  
Tehnike sekvenciranje nove generacije, drugače znane tudi kot visokozmogljivostne metode 
sekvenciranja (ang. high-throughput sequencing), so omogočile pridobivanje podatkov 
neposredno iz okoljskih vzorcev (Sogin in sod., 2006), brez potrebe po konvencionalnem 
vektorskem kloniranju (Shokralla in sod., 2012). Metode SGS se od Sangerjeve metode 
razlikujejo po količini in dolžini odčitkov (ang. reads) (Progar in Petrovič, 2013). Ti so v 
povprečju krajši in obsegajo od 50 do 400 nukleotidov in so vsaj pol krajši kot tisti, pridobljeni 
po Sangerjevi metodi (Masser in sod., 2015). Pri metodah SGS je sicer zaznana nekoliko višja 
stopnja napak, ki predstavljajo približno 1 % vseh določenih nukleotidov, pri Sangerjevi metodi 
pa stopnja napak znaša približno 0,001% (Kuczynski in sod., 2012). Edwards in sodelavci (2006) 
so bili prvi, ki so objavili sekvenciranje okoljskih vzorcev z SGS metodami. 
V metagenomiki najpogosteje uporabljeni platformi sta Roche 454 (pirosekvenciranje) in 
Illumina, ter nekoliko manj uporabljena platforma AB SOLiD (Luo in sod., 2012, Teeling in 
Glöckner, 2012). Vse temeljijo na PCR (Shokralla in sod., 2012; Gupta, 2008). P Glavna 
pomanjkljivost uporabe SGS na osnovi PCR je možnost pristranskosti zaradi amplifikacije DNA 
pred sekvenciranjem (Metzker, 2010).  Vse metode vključujejo fragmentacijo, izdelavo knjižnice 
in detekcijo nukleotidov (Shokralla in sod., 2012). 
Margulies in sodelavci so leta 2005 poročali o metodi določevanja sekvenc, pirosekvenciranju. 
Temelji na emulzijski PCR reakciji za namnoževanje fragmentov (Gupta, 2008). Za izdelavo 
knjižnic DNA fragmentov se uporabi metodo, ki producira kratke enoverižne fragmente, na katere 
se z ligacijo doda adapterske sekvence. Ti fragmenti se vežejo na nosilne kroglice glede na 
komplementarnost specifično vezanih adapterjev. Ob vezavi in reakciji med oljem in vodo se 
kroglice z DNA fragmenti ujamejo v vodne kapljice. Ob dodatku začetnih oligonukleotidov, ki so 
komplementarni adapterjem na koncu fragmentov, se začne pomnoževanje fragmenta. Sledi 
denaturacija novo nastale dvo verižne verige in nova eno verižna veriga se preko adapterja pripne 
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na adaptersko zaporedje na kroglici in proces se ponavlja dokler na kroglici ni pripetih nekaj 
milijonov kopij fragmenta. Po emulzijski reakciji kroglice prenesejo na pikotiterske plošče z 
luknjicami, kamor se usedejo ena po eno. Na ploščo se nato posamično nanašajo nukleotidi, sledi 
zaznavanje svetlobnih signalov, ko se nukleotidi dogradijo. Kemolumniscentni signal nastane ob 
sprostitvi pirofosfata ob vezavi nukleotidov. Pirofosfat se pretvori v molekulo ATP, ki oksidira 
luciferin pri čemer nastane kemiluminiscenca. Moč signala se sorazmerno veča s številom vezanih 
nukleotidov (Ronaghi, 2001). Do zmot pri zaznavanju jakosti signala lahko pride pri zaporedjih 
enakih baz (Kunin in sod., 2010). 
Druga SGS tehnologija je Illumina. Prvi korak je fragmentiranje DNA na od 200 do 600 baznih 
parov dolga zaporedja, na katera ligirajo kratke sekvence, adapterje. Fragmente denaturirajo, da 
postanejo enoverižni. Na pretočno celico nanesejo fragmente, ki se vežejo na adapterje na površini 
celice. Pritrjena DNA se nato replicira s formiranjem dvoverižnih mostičkov, sledi denaturacija 
verige. Nato enoverižne verige z mostičkom zopet tvorijo dvoverižne in proces se ponavlja, da 
nastanejo klastri z enakim zaporedjem. Tekom sekvenciranja se na matrico DNA v vsakem koraku 
veže en komplementaren nukleotid po principu naravne kompeticije. Ti nukleotidi imajo blokiran 
3'-OH konec, zato se na enkrat lahko veže samo eden. Po kemijski reakciji in sprostitvi 
svetlobnega signala, se lahko veže naslednji. Svetlobni signal zazna aparat, ki ga posreduje 
računalniku, ta pa iz dobljenih podatkov sestavi odčitke (Raghavendra in Pullaiah, 2018).  
Sistem AB SOLiD temelji na ligaciji (Valouev in sod., 2008). Koncept amplifikacije na osnovi 
emulzije in kroglic je podoben tistemu pri pirosekvenciranju 454, strategija določanja zaporedja 
pa je drugačna. Prvi korak je priprava DNA fragmentov, ki se vežejo na nosilne kroglice glede na 
komplementarnost specifično vezanih adapterjev. Sledi amplifikacija z emulzijsko PCR reakcijo. 
Kroglice so nato nanesene na stekleno ploščico. Za sekvenciranje se doda začetni oligonukleotid 
in set 8 oligonukleotidov – če sta prva dva komplementarna matrici, se set ligira in zadnji trije 
oddajo korespondenčni fluorescentni signal, ki ga zazna aparat in pošlje računalniku. Ligacija in 
cel postopek se nato ponovi (McKernan in sod., 2009). 
5.4   PREGLEDOVANJE SEKVENC S TEHNIKAMI SEKVENCIRANJA TRETJE 
GENERACIJE  
Prva prava tehnologije tretje generacije je sekvenciranje ene molekule v realnem času (ang. Single 
molecule real time – SMRT), ki so jo leta 2011 razvili v podjetju Pacific Biosciences.  (van Dijk 
in sod., 2018). Ta široko uporabljena tehnologija danes dosega dolžine odčitkov od 20 kb do celo 
100 kb, torej ponuja daljše bralne odčitke kot tehnologije druge generacije (Rhoads in Au, 2015). 
Temelji na detekciji sinteze DNA molekule z DNA polimerazo, ki replicira tarčno zaporedje. Za 
podvojitev polimeraza uporablja fluorescenčno označene nukleotide, ki zaradi prisotnega laserja 
ob vgraditvi preidejo v vzbujeno stanje in oddajo svetlobni signal. Tega zazna senzor, kar 
oomogoči spremljanje sekvenciranja v realnem času (Thermes, 2014). PacBio naprava sicer 
dosega visok odstotek napak (do 13 %), a lahko nekaj kb dolge sekvence, zaradi podaljšane dobe 
polimeraze, preberemo večkrat, zato natančnost zaporedja narašča, metoda pa je zaradi dolgih 
odčitkov primerna za kombiniranje z drugimi metodami, kot je Illumina (Rhoads in Au, 2015). 
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5.5 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA 
V koraku s hitrim napredkom NGS tehnologij, se razvija tudi bioinformatika in sedaj ponuja 
algoritme, orodja in programsko opremo za analizo, vrednotenje in grafične predstave 
metagenomskih podatkov. Za genomske podatke modelnih organizmov so programi relativno 
dobro vzpostavljeni, a je konstrukcija metagenomskih zaporedij toliko bolj zahtevna. 
Kompleksnost metagenomskih sekvenc, še posebej pri študijah habitatov z veliko diverziteto, 
onemogoča celotno pokritost genomov s pridobljenimi odčitki. Krajši odčitki združevanje v večje 
fragmente – kontige, načeloma otežijo ali celo onemogočijo (Mendoza in sod., 2014), zato se 
raziskovalci poslužujejo tehnologij, ki omogočijo veliko večje fragmente DNA (Rhoads in Au, 
2015).  
Na splošno sta na voljo dve različni metodi združevanja sekvenc, ena temelji na referenčnih 
zaporedjih, druga pa je de novo združevanje. Za prvo metodo uporabljajo programske pakete. 
Sestavljanje na osnovi referenc se lahko izvede s programi Newbler (Roche), AMOS (Treangen 
in sod., 2011) in MIRA (B Chevreux in sod., 1999; Bastien Chevreux, 2014). Ti paketi vključujejo 
hitre algoritme in zasedejo malo pomnilnika, zato je možna uporaba na prenosnih računalnikih. 
Metoda je temeljita, če metagenomski set podatkov vsebuje zaporedja, ki so zelo sorodna 
referenčnim genomom, ki so na voljo. Prevelika fragmentiranost se pri primerjavi lahko kaže kot 
insercije, delecije ali polimorfizmi. De novo združevanje pa zahteva večje računalniške vire. 
Meta-IDBA (Peng in sod., 2011) ali MetaVelvet (Afiahayati in sod., 2015; Namiki in sod., 2012) 
sta programska paketa, ki zahtevata več 100 gigabajtov pomnilnika, njuno delovanje pa se 
razvleče na več dni. Kljub strategijam sestavljanja zaporedij, je natančnost metagenomskega 
združevanja še vedno vprašljiva, saj za temeljito primerjavo na razpolago ni referenčnih 
metagenomskih podatkov (Thomas in sod., 2012).Pred uporabo bioinformacijskih programov za 
Lavrih E. Uporaba metagenomskih pristopov pri odkrivanju sekundarnih metabolitov mikrobnega izvora. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
9 
 
združevanje odčitkov je pomembno, da se pozanimamo o dolžini zaporedij, ki jih orodja za 
anotacijo potrebujejo za identifikacijo genskih regij ali taksonomsko razvrstitev (Thomas in sod., 
2012). IMG/M (Chen in sod., 2017) je spletno orodje, ki za svoje delovanje preferira odčitke, 
združene v kontige, nasprotno pa MG-RAST (Glass in sod., 2010) zadovoljijo že 75 baznih parov 
dolgi odčitki. Splošno velja, da daljša sekvenca pripomore k bolj natančni in točni informacij. V 
glavnem velja, da so bolj zanesljivi in natančni multipli odčitki, ki določen segment zaporedja 
večkrat pokrijejo. Pri kompleksnih mikrobnih združbah, kjer je globina sekvenciranja manjša, je 
težje priti do odčitkov, ki bi bili med sekvenciranjem večkrat prebrani. Brez združevanja 
sekvenciranih zaporedij ne moremo analizirati kompleksnejših genetskih elementov, kot so 
CRISPR zaporedja. Zato je potrebno, da se tekom študije pridobi čim bolj kvalitetne kontige 
(Thomas in sod., 2012). 
5.5.1 Razvrstitev v taksonomske skupine 
Razvrščanje v taksonomske skupine (ang. binning) se nanaša na postopek razvrščanja sekvenc v 
skupine, ki bi lahko predstavljale posamezen genom ali genome zelo sorodnih organizmov. 
Razvitih je bilo več algoritmov, ki uporabljajo dve informaciji, skriti v izbranem zaporedju DNA. 
Prva informacija izhaja iz ohranjene nukleotidne sestave v genomu, ki se odraža tudi v 
sekvenciranih fragmentih. Druga je podobnost med genom, ki ga kodira neznani fragment in 
genom v referenčni bazi podatkov (Thomas in sod., 2012).  
Bazinet in Cummings (2012) sta v študiji identificirala tri strategije taksonomskega pripisa 
metagenomskim zaporedjem. Ena razvršča zaporedja glede na podobnost, kar izvajata prek spletni 
orodji IMG/M in MG-RAST. Druga zaporedja razvršča glede na sestavo, t. j. vsebnost GC baznih 
parov in rabo kodonov. Tretja strategija zaporedja razvršča glede na filogenijo in jo uporabljajo 
predvsem za analizo markerskih genov.  
6 FUNKCIJSKA ANALIZA METAGENOMOV 
Funkcijski presejalni testi metagenomskih knjižnic temeljijo na heterolognem izražanju v 
gostiteljskem organizmu. Glavno vprašanje te analize je; kaj mikroorganizmi sintetizirajo? Zaradi 
preproste izvedbe, se za pregledovanje pozitivih klonov veliko uporabljajo agarne plošče. Ta 
metoda je kljub temu zelo zamudna in delovno naporna, zato se uporabljajo še druge presejalne 
metode z večjo občutljivostjo, na primer mikrotiterske plošče in mikrofluidika (Ngara in Zhang, 
2018). 
6.1   FENOTIPSKA DETEKCIJA POZITIVNIH KLONOV  
Klasičen in enostaven pristop k funkcijski analizi so presejalni testi na agarnih ploščah  z 
dodatkom substratov in indikatorskih spojin. Na takšnih gojiščih gojijo neodvisne klone 
metagenomskih knjižnic in kulturam pred ali po razrastu dodajo določene substrate. Fenotipska 
detekcija pozitivnih klonov je lahko neposredna ali pa jo izzovemo z dodatkom indikatorskih 
spojin. Aktivni kloni vidno spremenijo pigmentacijo kolonije oziroma njeno morfologijo ali pa 
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zaradi kromoforov tvorijo obarvane spremembe na gojišču okoli kolonije. Detekcija pozitivnih 
klonov je odvisna od stanja celic, ki so lahko intaktne ali lizirane (Cottrell in sod., 1999). Lahko 
se zgodi, da celična stena ali membrana gostiteljskega organizma ovirata dostop substrata do 
encima in klona ne prepoznamo kot pozitivnega. Prav tako je akumuliran encim v celici lahko 
zanjo toksičen (Liu in sod., 2013). Splošno velja, da so zaradi lize celic tudi intracelularni encimi 
sproščeni v gojišče, kjer dostopajo do substrata, ki ga pretvarjajo in so posledično detektirani (Leis 
in sod., 2013). 
6.2   UPORABA MIKROTITERSKIH PLOŠČ 
Za izboljšanje občutljivosti določanja pozitivnih klonov, se najpogosteje uporablja metoda z  
mikrotiterskimi ploščami, kjer gre za inkubacijo kulture mikroorganizma s substratom v mikro 
vdolbinicah. Običajno je ena ali več kolonij razporejena v posamezno vdolbinico in ko pride do 
pretvorbe substrata, se pojavi vizualni signal (fluorescenca), na katerem temelji identifikacija 
tarčnega encima, ki se izraža v koloniji v vdolbinici (Uchiyama in Miyazaki, 2009). Lewin in 
sodelavci (2016) so to metodo uporabili pri metagenomski analizi rezervoarja nafte. Uporabili so 
E. coli celice z vgrajeno fozmidno knjižnico in mikrotiterske plošče z nitrofenil acetatom in 
nitrofenil palminatom kot substrat. Tako so identificirali novo esterazo z visoko termo stabilnostjo 
in toleranco na kovinske ione. 
6.3 UPORABA FLUORESCENTNEGA RAZVRŠČANJA CELIC 
Fluorescentno razvrščanje celic (ang. fluorescence-activated cell sorting – FACS) omogoča izbor 
celic glede na velikost, obliko in fluorescenco celice (Hosokawa in sod., 2015). Suspenzija celic 
je usmerjena v sredino ozkega toka tekočine, ta pa je zasnovan tako, da loči celice  glede na premer 
vsake celice. Uporablja se mehanizem vibracij, ki povzročijo nastanek posameznih kapljic, kamor 
so ujete posamezne celice. Tik pred nastankom kapljic se pretočna suspenzija premika po aparatu 
za merjenje fluorescence, ki zazna fluorescenco, značilno za vsako celico. Oprema, ki se uporablja 
pri FACS, je znana kot sorter celic, ki se aktivira s fluorescenco (Chappell in sod., 2018). FACS 
ima možnost povezovanja z drugimi metodami pregledovanja, kot je ta na osnovi poročevalskih 
genov kot so geni zelenega fluorescentnega proteina (ang. green flourescent protein-GFP). V 
takšnih sistemih metagenomsko knjižnico vstavijo v gostiteljske celice s poročevalskimi geni. 
Nato genski produkti metagenomske knjižnice aktivirajo izražanje poročevalskih genov s 
pomočjo transkripcijske regulacije ali posttralacijskih sprememb (Van Rossum in sod., 2013).  
6.4    UPORABA MIKROFLUIDIKE 
Strategija z visoko zmogljivostjo uporablja mikrofluidne čipe za ustvarjanje monodisperznih 
mikro kapljic (Van Rossum in sod., 2013). Kapljice se proizvajajo v velikih količinah s hitrostjo 
več tisoč kapljic na sekundo. Kapljica deluje kot reakcijska komora s celicami,  različnimi encimi 
in substrati. Kapljice so nato razvrščene glede na fluorescenco ali barvo produktov (Yu in sod., 
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2017). Za uporabo pri pregledovanju metagenomskih knjižnic, je priporočljivo povezovanje 
mikrofluidike s FACS (Ngara in Zhang, 2018). 
6.5      IZBIRA GOSTITELJSKEGA ORGANIZMA PRI FUNKCIJSKI METAGENOMIKI  
Različni gostiteljski organizmi imajo različne zmožnosti, torej je izbira primernega gostitelj pri 
sestavljanju knjižnice pomembna. V določenih primerih v enem samem gostitelju ni možno 
izraziti različnih genov, prisotnih v metagenomski knjižnici, ki najbolj pogosto prihajajo iz 
različnih mikroorganizmov (Gabor in sod., 2004). Uspešno izražanje metagenomskih genov je 
močno odvisno od izbranega gostitelja, veliko vlogo igra zlasti filogenetska sorodnost med 
gostiteljem in organizmom, ki je doniral gene (Leis in sod., 2013). 
 
Preglednica 3: Potencialni gostiteljski organizmi za kloniranje metagenomskih knjižnic ter prednosti in slabosti. 
Gostiteljski 
organizem  
Glavne značilnosti  Referenca 
Escherichia 
coli 
+ Dobro uveljavljena kot heterologni gostitelj 
+ Razvita orodja za (lahko) genetsko manipulacijo 
+ Dobri sistemi za genski prenos 
+ Na voljo različni sevi za različne presejalne teste 
- Nesorodna številnim okoljskim mikroorganizmom (degeneriran 
genski kod) 
- Omejena na mezofilno kultivacijo 
- Omejeno število prekurzorjev za sintezo sekundarnih metabolitov 
- Potencialna akumulacija toksičnih metabolitov zaradi omejene 
sekrecije 
Hover in sod. (2018); 
Ekkers in sod., 




+ Kultivacija ob visokih temperaturah 
+ Naravno kompetentna za sprejemanje tuje DNA 
+ Na voljo učinkoviti postopki transfromacije 
+ Na voljo termostabilni selekcijski geni, promotorji, ORI mesta … 
- Omejeno število selekcijskih genov, promotorjev 
Schwarzenlander in 
Averhoff (2006); 
Lewin in sod. (2017) 
Streptomyces 
spp. 
+ Na voljo orodja za genetsko manipulacijo 
+ Na voljo optimizirani sevi za heterologno izražanje genskih skupin 
+ Biosintezne poti za produkcijo sekundarnih metabolitov 
+ Naravno prisotni številni prekurzorji za sekundarne metabolite 
+ Učinkovita sekrecija proteinov 




+ G + modelni organizem 
+ Razvita orodja za (lahko) genetsko manipulacijo 
+ Učinkovita sekrecija proteinov 
Biver in sod. (2013); 
Kong in sod. (2018)  
Pseudomonas 
putida 
+ Možna produkcija sekundarnih metabolitov 
+ Odporna na stres 
Aakvik in sod. 




+ Evkariont (kvasovka) 
+ Razvita orodja za genetsko manipulacijo 
+ Učinkovita sekrecija proteinov 
+ Posttranslacijske modifikacije, glikolizacija 
Damon in sod. 
(2011) 
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7 DOPRINOS METAGENOMSKIH PRISTOPOV K ODKRIVANJU SEKUNDARNIH 
METABOLITOV  
Mikroorganizmi so glavni vir novih biološko aktivnih spojin, večino teh pa uvrščamo med 
sekundarne metabolite (Helfrich  in sod., 2014). Sintetizirajo jih v stacionarni fazi (O’Brien in 
Wright, 2011) in niso bistvene za rast in razmnoževanje, njihova sinteza pa je odvisna od pogojev 
rasti (Helfrich in sod., 2014).  
Klasificiramo jih lahko v različne razrede glede na biološko aktivnost, kemijsko strukturo ali 
genetsko organiziranost (Nagpure in sod., 2014). S stališča metagenomske analize je klasifikacija 
glede na biosintetske genske skupine najprimernejša. Tako lahko takšna razvrstitev da informacije 
o genski ureditvi in celo napove strukture končnih produktov, ki so v pomoč pri heterologni 
ekspresiji genov iz metagenomskih knjižnic (Weber in sod., 2015). Obstaja več družin genskih 
skupin, ki si pogosto delijo gene ali celo biosintetske poti (Cimermancic in sod., 2014). 
V dveh nedavnih študijah so dokazali uporabo metagenomskih orodij pri raziskavi interakcij med 
morskimi simbionti in njihovimi gostitelji. Tianero in sodelavci (2019) so se osredotočili na 
morsko spužvo Haliclona, da bi našli izvor renieramicinov, skupino protimikrobnih in 
citotoksičnih spojin, hipotetično neribosomalnih peptidov, ki so bile predhodno izolirane iz teh 
spužev. Po potrditvi prisotnosti teh metabolitov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti in 
jedrsko magnetno resonanco v štirih različnih vzorcih spužve, so izolirali in sekvencirali 
metagenomsko DNA. S sondami, ki so detektirale gene za neribosomalne peptid sintetaze, za 
katere je znano, da proizvajajo podobne metabolite. Po identifikaciji biosinteznega genskega 
grozda ren, so tega analizirali in ga s pomočjo fluorescentnega razvrščanja celic pripisali 
producentki Candidatus Endohaliclona renieramycinifaciens. Nadaljne raziskave so ugotovile, 
da ta simbiont živi v posebnih celicah spužve, ki so jih poimenovali kemobakteriocite in proizvaja 
obrambne molekule. 
Chu in sodelavci (2016) so z bioinfromatsko metodo (ang. synthetic-bioinformatic natural product 
– syn-BNP) (Vila-Farres in sod., 2017) prišli do novega neribosomalnega peptida humimicina. 
Pri tej metodi raziskovalci v bazi sekvenc iščejo biosintetske genske grozde, ki se nato uporabijo 
za napovedovanje strukture kodiranih metabolitov. Ti metaboliti so nato sintetizirani s sintezo na 
trdni fazi (ang. solid phase peptide synthesis). Chu in sodelavci so tako v bazi sekvenc projekta 
človeški mikrobiom (ang. NIH Human Microbiome Project) odkrili humimicin, antibiotiki, ki 
deluje proti Staphylococcus spp. in Streptococcus spp.  
 
Lavrih E. Uporaba metagenomskih pristopov pri odkrivanju sekundarnih metabolitov mikrobnega izvora. 




Slika 2 (levo): Renieramicin E, ki ga sintetizira Candidatus Endohaliclona renieramycinifaciens (Tianero in sod., 
2019). 
Slika 3 (desno): Humimicin A, ki ga sintetizira človeški mikrobiom (Chu in sod., 2016).  
 
Izmed okoljskih vzorcev tisti iz prsti veljajo za najbolj genetsko diverzitetne, saj naj bi gram 
takšnega vzorca vseboval do 105 različnih vrst mikroorganizmov (Charlop-Powers in sod., 2014).  
Torej so takšni vzorci obetavni za odkrivanje novih sekundarnih metabolitov. Hemala in sodelavci 
(2014) so v študiji predlagali onesnažene lokacije ali ekstremna okolja, ki so zaradi selektivnega 
pritiska primerna iskalna mesta za takšne spojine. Proteobakterije, bakteroidete in firmikuti so eni 
izmed razredov iz takšnih območij, ki prevladujejo pri proizvodnji antibiotikov. Zanimiv razred 
so še cianobakterije, ki so bogat vir sekundarnih metabolitov, a v industriji še niso tako pogoste 
(Kultschar in Llewellyn, 2018). V različnih ekosistemih mikroorganizmi proizvajajo različne 
sekundarne metabolite za komunikacijo, konkurenčnost in interakcijo z drugimi organizmi in 
okoljem (Charlop-Powers in sod., 2014). Kot zgodovinsko najbolj preučeni sekundarni 
metaboliti, imajo antibiotiki velik medicinski pomen, uporabljeni so bili tudi v številnih drugh 
medicinskih,  industrijskih in kmetijskih aplikacijah (Demain, 1999). Seow in sodelavci (1997) 
so iz metagenomske knjižnice iz vzorca iz tal prvi klonirali gene ki kodirajo biosintezo poliketidne 
učinkovine, tako da so začetne oligonukleotide hibridizirali z dobro ohranjeno regijo genov za 
sintezo poliketidov. 
Bogat vir poliketidov so lahko  tudi acidobakterije (Chaves in sod., 2019). Parsley in sodelavci 
(2011) so iz vzorcev prsti skonstruirali fozmidno metagenomsko knjižnico. To so pregledali s 
sonadmi, specifičnimi za ketosintazo iz skupine encimov poliketid sintaz. Pozitivne klone so nato 
sekvencirali dobljena zaporedja pregledali z bioinformatskimi orodji (kot je BLAST).  
S pomočjo metagenomskih pristopov in izdelavo metagnomske knjižnice so  v cianobakteriji 
Lyngbya bouillonii identificirali gensko skupino, veliko 58 kb, ki kodira hibridni sistem PKS-
NRPS kompleks. Ugotovili so, da so apr geni odgovorni za biosintezo protirakaste učinkovine 
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Preglednica 4: Izbrani sekundarni metaboliti, odkriti v zadnjih letih, s pomočjo metagenomske analize. 
Spojina   Delovanje  Vir DNA Referenca  
Neribosomalni peptidi      
Malacidin  Protibakterijsko Prst Hover in sod. (2018)  
Kadasid  Protibakterijsko Prst Wu in sod. (2019)  
Nunapeptin  Protiglivno  Prst Michelsen in sod. (2015)  
Nunamicin  Protiglivno Prst Michelsen in sod. (2015)  
Kahalalid F  Protirakavo 
Metagenom 
Bryopsis sp. 
Zan in sod. (2019)  
Poliketidi      
Amikolatopsin A in C  Protibakterijsko Prst Khalil in sod. (2017)  
Akramicin A  Protibakterijsko Prst Maglangit in sod. (2019)  




Storey in sod. (2020)  
8 ZAKLJUČEK 
Metagenomika je za odkrivanje novih sekundarnih metabolitov zelo močno orodje ravno zato, ker 
se opira na sekvenciranje več genomov mikroorganizmov v okolju. Omogoča odkrivanje genov 
in razodevanje biosinteznih poti tako kultivabilnih kot nekultivabilhnih mikroorganizmov 
(Pereira, 2019). 
Vse metagenomske študije imajo enak prvi korak: izolacija DNA direktno iz željenega okolja (pa 
naj je to prst, voda, žival …). Vzorec DNA lahko nato neposredno analiziramo – po sekvenciranju 
pregledamo dobljena zaporedja ali ustvarimo metagenomsko knjižnico, ki jo vzdržujemo v 
gostiteljskem organizmu. Knjižnico lahko nato preučujemo na več načinov, ki temeljijo na analizi 
nukleotidnega zaporedja klonirane DNA ali na analizi funkcije kloniranih genov, ki se izrazijo. 
Pomembno se je zavedati, da je knjižnica sestavljena iz milijonov klonov, od katerih ima vsak 
naključni delček okoljske DNA. Gre za tisoče sestavljank, združenih v eno samo škatlo in 
ponovno sestavljanje je eden največjih izzivov te znanosti. Pojav sekvenciranja naslednje 
generacije in napredek računalniških orodij sta prestopila nekaj ovir pri zlaganju sestavljanke in 
posledično odkrivanju novih sekundarnih metabolitov. Razvoj  funkcionalne metagenomike in 
tiste, ki temelji na sekvenciranju, utira pot odkrivanju novih genskih skupin in metabolnih poti za 
pridobivanje biološko aktivnih učinkovin z biotehnološko zanimivi aplikacijami. Ko pogled 
usmerimo v prihodnost, se prikažejo izzivi na področju metagenomske analize. Odpornost na 
antibiotike predstavlja vse večji izziv za zdravstveno varstvo po celotnem svetu. Človeški 
mikrobiom je pomemben rezervoar genov za odpornost na antibiotike, z metagenomskimi 
analizami pa je možno taksonomsko okarakterizirati to mikrobioto in njene funkcije ter razumeti 
mehanizme nastanka in širjenja ter posledično zavrtja rezistece.  
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